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RESUME

Les cellules NK sont impliquées dans la lutte contre divers pathogeénes intracellulaires
et dans les réponses immunitaires antitumorales. NKp46 est un récepteur activateur exprimé
par toutes les cellules NK chez tous les mammifeéres.

La premiere partie de ce travail est consacrée a 1’analyse d’une nouvelle souris
NKp46“ générée par une approche de Knock-In qui cible sélectivement les cellules NKp46®.
Ces souris sont fertiles et ne présentent aucun défaut apparent au niveau du développement
des cellules hématopoiétiques. Il n’y a pas de défaut de maturation ni de fonctionnalité des
cellules NK NKp46* dans les souris NKp46'““ hormis une diminution du nombre de
récepteurs NKp46 exprimés a la surface des cellules NK. Le croisement de ces souris avec les
souris reportrices rosa26-LSL-eYFP et rosa26-LSL-DTR nous a permis de montrer la
spécificité de 1’expression de 1’iCre dans les cellules NKp46®. Grace au tragcage génétique in
vivo des cellules NKp46*, nous avons revisité le développement des cellules NK et nous
proposons un nouveau modele de différenciation des cellules NK qui prend nouvellement en
compte ’apparition des marqueurs NKp46 et CD16. En résumé, nos résultats définissent les
souris NKp46™" comme le premier modéle murin de mutagénése conditionnelle spécifique
dans les cellules NKp46*. Ce modele permettra la génération de nouveaux outils d’étude de la
réponse immunitaire innée grace a des croisements avec des souris possédant des geénes
flanqués de sites LoxP.

La seconde partie de ce mémoire a consisté a caractériser les mécanismes de
régulation de I’activation des cellules NK a partir d’une souris générée par mutagénese

aléatoire. Nous avons identifi€ une souris mutante, appelée Noé ou Ncrl™7*

, chez laquelle
les cellules NK sont plus réactives face a des cellules tumorales in vitro et protegent mieux les
souris lors d’infections virales. Le séquengage complet du génome de la souris Nerl™7™ a
révélé une mutation dans le géne codant pour le récepteur NKp46 et cette mutation prévient
I’expression de NKp46 a la surface des cellules NK. Nous avons ensuite montré que
I’engagement de NKp46 par ses ligands endogenes permet de calibrer le seuil de réactivité
des cellules NK et cette régulation s’opere par l'intermédiaire de la diminution de 1’expression
du facteur de transcription Hélios. Nous avons ensuite mis en évidence que la régulation de
I’activité des cellules NK via I’engagement de NKp46 est cruciale pour le développement
ultérieur de la réponse adaptative antimicrobienne. Enfin, nous avons montré que 1’on pouvait
programmer des cellules NK hyper-réactives in vivo via I’'injection d’anticorps bloquant anti-
NKp46. En résumé, nos résultats révelent un role majeur et insoupconné du récepteur
activateur NKp46 dans la calibration de la réactivité fonctionnelle des cellules NK et ouvrent
la voie pour la conception de nouveaux traitements thérapeutiques anti-cancéreux.

MOTS-CLES : Natural Killer, Différenciation NK, NKp46, Helios, Réponses adaptatives
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INTRODUCTION

I- Généralités

Le systéme immunitaire est composé des cellules de I’'immunité innée et adaptative.
L’immunité innée représente la premiere barriere de défense contre les agressions. Les
cellules composant le systtme immunitaire inné peuvent détecter la présence d’agents
étrangers par différents mécanismes de reconnaissance impliquant les récepteurs PRR (Pattern
Recognition Receptor), capables de détecter des motifs conservés parmi les micro-organismes
appelés les PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns). La réponse innée est
caractérisée par une réponse rapide et certaines cellules de I’immunité innée telles que les
cellules présentatrices de 1’antigene (CPA) sont capables d’activer les cellules du systéme
adaptatif.

La réponse immunitaire adaptative se met en place plus tardivement et est spécifique
vis-a-vis du pathogeéne rencontré. Le systeme immunitaire adaptatif est composé des
lymphocytes T et des lymphocytes B qui expriment des récepteurs de surface spécifiques de
I’antigéne. Ces récepteurs sont codés par des réarrangements somatiques du locus V (D) J et
correspondent aux TCR (T Cell Receptor) exprimés par les lymphocytes T et aux BCR (B
Cell Receptor) sur les lymphocytes B. Contrairement aux cellules immunitaires innées, les
cellules T et B naives doivent d'abord rencontrer leur antigéne et €tre pré-activées par les
cellules présentatrices de 1’antigéne pour exercer leurs fonctions effectrices. Apres une phase
d'expansion puis de contraction, une fraction des lymphocytes T et B spécifiques de I’antigéne
persiste, ce sont des lymphocytes mémoires. La mémoire immunologique permet une réponse
adaptative plus rapide et plus efficace lors d'une nouvelle exposition avec le méme pathogene.

Les cellules Natural Killer (NK) font partie du syst¢tme immunitaire inné. Initialement,
elles ont été décrites comme de grands lymphocytes granuleux doués d’une activité
cytotoxique spontanée contre des cellules tumorales (Kiessling et al., 1975). Ces effecteurs
sont impliqués dans la lutte contre divers pathogenes intracellulaires mais sont aussi capables
de reconnaitre les cellules stressées ou transformées tout en épargnant les cellules saines. Pour
prévenir une rupture de la tolérance au soi, une telle activité nécessite la présence de
mécanismes de régulation. Les mécanismes moléculaires permettant aux cellules NK de
distinguer une cellule stressée d’une cellule saine reposent sur un équilibre dynamique

résultant de 1’intégration de signaux activateurs et inhibiteurs délivrés par leurs récepteurs de
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surface (Vivier et al., 2008). Les cellules NK activées vont lyser leurs cellules cibles via le
relargage de granules lytiques et vont également sécréter des cytokines ainsi que des

chimiokines (Vivier et al., 2008).

II-  Développement et maturation des cellules NK

Le développement des cellules NK est initié dans le foie foetal puis se déroule dans la
moelle osseuse a partir de la naissance. Les cellules NK sont également présentes dans les
organes lymphoides secondaires tels que la rate, le thymus, les ganglions lymphatiques, le
foie et les poumons. Le développement des cellules NK repose sur 1’acquisition d’un
répertoire NK diversifié, 1’acquisition de la tolérance au soi et des fonctions effectrices des
cellules NK. Une récente étude a identifi€ les cellules Pré-pro NK comme le stade de
différenciation le plus précoce dans le développement des cellules NK. Belz et son équipe ont
en effet montré que les cellules 1d2*Scal"CD127*CD122" correspondent au stade le plus
précoce engagé dans la voie du développement des cellules NK (Carotta et al., 2011). Les
cellules Pré-pro NK se différencient ensuite en cellules NKP puis en NK immatures et NK
matures. Les cellules NKP se caractérisent par 1’expression de la chaine commune b des
récepteurs a 'IL-2 et a I'IL-15 (CD122) et par 'absence de marqueurs pour d’autres lignages
cellulaires (Lin’). Les cellules NKP expriment également les récepteurs aux facteurs de
croissance c-kit (récepteur du facteur de cellules souches SCF) et Flt3 (FMS-Like Tyrosine
kinase 3), ainsi que des facteurs de transcription nécessaires au développement lymphoide
(PU.1, GATA-3, 1d2 et Etsl). A ce stade, les cellules NKP ne sont pas cytotoxiques et ne
produisent pas de cytokines (Colucci et al., 2003).

Plusieurs modeles de différenciation des cellules NK ont été proposés et reposent sur
l'acquisition de différents marqueurs de surface. Les cellules NK immatures sont caractérisées
par I’acquisition du récepteur NK1.1 puis par I’induction de molécules d’adhésion comme
CD49b (ou DXS5) et de différents récepteurs activateurs et inhibiteurs (CD94/NKG2A et
Ly49) qui constituent les différentes étapes de maturation et conduisent au développement de
cellules NK matures (Colucci et al., 2003). Hayakawa et Smyth ainsi que notre laboratoire
avons montré que la maturation des cellules NK peut €tre subdivisée en 4 étapes:
CD11b°*CD27"°" _ CD11b°*CD27"¢" _ CD11b™"CD27"" _ CD11b""CD27"" (Chiossone et
al., 2009; Hayakawa et al., 2006).

Une des limitations majeures de ces classifications réside toutefois dans 1'utilisation de

marqueurs présents chez la souris mais qui ne sont pas conservés chez 'homme (par exemple
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DXS5 et NK1.1). Une nouvelle classification des différents stades de maturation des cellules
NK de souris basée sur l'acquisition de marqueurs stables et conservés entre 'homme et la

souris sera présentée et développée dans la premiere partie de mémoire (Partie 1, p.45).

III- Fonctions effectrices des cellules NK

Les cellules NK sont essentiellement connues pour leur fonction cytotoxique mais outre cette
fonction, elles sont également capables de réguler la réponse immune par le biais de leur
production de cytokines/chimiokines et de leur interaction avec les cellules dendritiques et les
lymphocytes T effecteurs.

1- Mécanismes de cytotoxicité
La reconnaissance de cellules stressées et/ou infectées par les cellules NK conduit a
I’activation des cellules NK et a leur dégranulation, phénomene appelé cytotoxicité naturelle.
Les cellules NK reconnaissent également des cellules opsonisées par des anticorps comme
notamment les IgG via le récepteur CD16 ce qui entraine la dégranulation et la lyse de la
cellule cible par ADCC (Antibody-Dependent Cell Cytotoxicity). Outre la voie dépendante de
I’exocytose des granules, une autre voie faisant intervenir les interactions entre les récepteurs
de mort de la famille du TNF (Tumor Necrosis Factor) et leurs ligands conduit a I’apoptose de
la cellule cible. Par cette fonction cytotoxique, les cellules NK jouent un rdle primordial dans
I’immunosurveillance des tumeurs et le controle de certaines infections microbiennes.
7.7-  Exocytose des granules lytiques :
La reconnaissance des cellules stressées par les cellules NK conduit a la mort par apoptose de
la cellule cible par I’action des différentes molécules lytiques qui sont libérées par la cellule
NK et internalisées par la cellule cible. Le mécanisme de cytotoxicité correspond a
I'éxocytose de granules lytiques contenant de nombreuses molécules telles que la perforine
(molécules de perméabilisation membranaire), les granzymes (sérines protéase) et la
granulisine (molécules lytiques antimicrobiennes). La protéine LAMP1 ("Lysosomal-
Associated Membrane Protein 1" ou CD107a) est un marqueur témoin des activités
cytotoxiques des cellules NK car cette glycoprotéine transmembranaire est contenue a
l'intérieur des granules lytiques et se retrouve a la surface membranaire des cellules NK apres
le processus de dégranulation (Alter et al., 2004).
7.2-  La voie des récepteurs de mort
Des mécanismes alternatifs sont également utilisés par les cellules NK pour induire la mort de

leurs cibles. Ils dépendent des molécules de la famille du TNF telles que le TNF-a, TRAIL
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(TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand) et FASL (FAS ligand), exprimées par les cellules
NK, et de leurs récepteurs respectifs TNF-R, FAS et TRAIL-R exprimés par les cellules
cibles. Ces récepteurs font partie de la super famille des récepteurs aux TNF (TNF-R)
comportant dans leur partie intra-cytoplasmique des domaines de mort ("death domain").
L’engagement de ces récepteurs entraine l'activation de caspases qui induisent l'apoptose des
cellules. Les cellules NK expriment constitutivement la protéine FAS-L (Arase et al., 1995)
alors que la protéine TRAIL est seulement exprimée a la surface sur les cellules NK activées
hormis une sous-population particuliere de cellules NK dans le foie (Kayagaki et al., 1999;
Takeda et al., 2005). A la différence des ligands FASL et TRAIL, le TNF-a est une cytokine

sécrétée par les cellules NK activées.

2- Production de cytokines et de chimiokines
Les cellules NK sont essentiellement connues pour leur fonction cytotoxique mais elles sont
également capables de sécréter de nombreuses chimiokines et cytokines. Les cellules NK
peuvent étre activées via la stimulation de leurs différents récepteurs de surface incluant les
récepteurs « Toll-like » (TLR), les récepteurs activateurs, ou par l'intermédiaire de cytokines
telles que 1'[L-2, 1'[L-15, I'L-12 et d'IL-18. Suite a ces différents stimuli, les cellules NK
peuvent rapidement produire des cytokines pro-inflammatoires telles que I'lFN-g et le TNF-
a ou des cytokines immunosuppressives comme 1'[L-10 et le TGF-b (Transforming Growth
Factor). L’IFN-g est la cytokine la plus abondamment produite par les cellules NK. Elle
influence aussi bien la réponse immunitaire innée, en promouvant la phagocytose par les
macrophages et la maturation des cellules dendritiques, que la réponse immunitaire adaptative
en favorisant la polarisation des lymphocytes T CD4" vers la voie Thl (Martin-Fontecha et
al., 2004). Cette cytokine joue un réle crucial dans la réponse immunitaire contre les virus et
les bactéries ainsi que dans la défense antitumorale. Les cellules NK sécretent également des
facteurs de croissance tels que le GM-CSF (Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating
Factor) et le G-CSF (Granulocyte-Colony Stimulating Factor) et de nombreuses chimiokines
incluant CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP1-a), CCL4 (MIP1-b) CCL5 (RANTES), XCL1
(Iymphotactin) et CXCLS8 (ou IL-8). Bien que la fonction biologique des différents facteurs de
croissance sécrétés par les cellules NK reste encore a clarifier, les chimiokines permettent le
recrutement et I’activation des macrophages, des cellules dendritiques et des neutrophiles
(Moretta et al., 2005; Vivier et al., 2011) et participent a 1’orientation de la réponse

immunitaire adaptative.



IV- Meécanismes de reconnaissance des cellules cibles

Contrairement aux lymphocytes T et B, les cellules NK n’expriment pas de récepteurs
spécifiques de 1’antigéne mais elles sont néanmoins capables de reconnaitre et d’éliminer des
cellules infectées ou des cellules stressées tout en épargnant les cellules saines. Leur systeme
de discrimination du soi et du non-soi ou du soi altéré met en jeu des récepteurs inhibiteurs et
activateurs. Les récepteurs inhibiteurs interagissent avec les molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité de classe I (CMH-I). Les molécules du CMH-I sont constitutivement
exprimées par les tissus sains mais leur expression peut étre diminuée a la suite d’un stress
causé par une infection ou par 1’agent infectieux lui-méme ou lors d’une transformation
tumorale. Cette diminution du nombre de molécules de CMH-I diminue les signaux
inhibiteurs délivrés aux cellules NK les rendant plus sensibles a ’activation. En effet, les
cellules stressées et/ou infectées expriment des ligands activateurs dérivés de 1’agent
infectieux et/ou un certain nombre de molécules de stress qui seront reconnues par les
récepteurs activateurs. Une stimulation de ces récepteurs fournis des signaux positifs aux
cellules NK. L’activation des cellules NK résulte par conséquent d’une fine balance entre ces

signaux positifs et négatifs délivrés par leurs récepteurs de surface (Fig.1).

1- Les récepteurs inhibiteurs
Trois types de récepteurs inhibiteurs peuvent €tre définis en fonction des ligands qu’ils
reconnaissent : les molécules classiques du CMH-I, les molécules non conventionnelles du
CMH-I ainsi que les ligands indépendants des molécules du CMH-I. Les protéines du CMH-I
classiques sont codées par les différents alleles A, B et C du locus HLA (Human Leukocyte
Antigen) chez I’homme et par les alleles D et K du locus H-2 chez la souris. Les molécules du
CMH-I sont impliquées dans 1’éducation et I’activation des lymphocytes T CD8" et sont
reconnues par de nombreux récepteurs inhibiteurs exprimés par les cellules NK. Les
molécules non classiques du CMH de classe Ib comprennent les molécules Qa-1" et H2-M3
chez la souris et HLA-E et HLA-G chez I’homme. Les ligands indépendants des molécules du
CMH-I sont tres variés et de structures différentes. Parmi ces ligands, on distingue le
récepteur CD48, les ligands lié€s aux récepteurs apparentés aux lectines de type C (CLR> C
type Lectin Related), les acides sialiques et des molécules d'adhésion et de jonction

cellulaires.

1.1-  Les récepteurs KIR (Killer Immunoglobulin-like Receptor)
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Les récepteurs KIR sont présents uniquement chez ’homme et sont codés par un ensemble de
geénes polymorphes localisés sur le chromosome 19. Parmi les 14 groupes de genes KIR
décrits, 4 codent pour des récepteurs inhibiteurs qui interagissent spécifiquement avec les
molécules du CMH-I (Parham, 2005). Ce locus est soumis a une variation génétique
importante a la fois dans le nombre de geénes présents et dans la séquence de chaque allele
KIR (Campbell and Purdy, 2011; Parham, 2005). Deux haplotypes A et B ont été décrits au
niveau du locus KIR. Un niveau supplémentaire de complexité provient de la variégation de
I'expression des genes KIR conduisant a une grande diversité de cellules NK présents dans
chaque individu. Les récepteurs KIR possédent un partie extracellulaire a 2 (KIR2D) ou 3
(KIR3D) domaines de type Immunoglobuline (Lanier, 1998). Ces récepteurs se caractérisent
également par leur partie intra-cytoplasmique. Les KIR inhibiteurs posseédent un domaine
intracellulaire long (KIR-L) qui contient deux motifs ITIM (Immunoreceptor Tyrosine-based

Inhibition Motif) (Daeron et al., 2008).

1.2-  Les récepteurs apparentés aux lectines de type C

1.2.1- Famille Ly49

Présents chez certains rongeurs incluant les souris et les rats mais absents chez 1’homme, les
récepteurs Ly49 constituent la principale famille de récepteurs impliqués dans la
reconnaissance des molécules H-2 polymorphiques chez la souris (Lanier, 1998). Le
séquencgage du groupe de genes de la famille Ly49 situé au niveau de locus NKC (NK gene
Complex) a révélé de nombreux genes et pseudogenes polymorphes parmi les différentes
souches de souris (Carlyle et al., 2008). Comme pour les récepteurs KIR, I’expression des
récepteurs de la famille Ly49 résulte d’une variégation qui entraine une population hétérogeéne
et variée de cellules NK. Dans les souris C57BL/6, le locus NKC comprend 9 geénes codant
pour des récepteurs inhibiteurs différents (Ly49A, B, C, E, F, G, I, J et Q), 2 pour des
récepteurs activateurs (Ly49H et D) et le reste du locus correspond a des pseudogenes. Parmi
les récepteurs inhibiteurs, Ly49C et Ly49I reconnaissent les molécules du CMH-I d’haplotype
H-2K"alors que Ly49A reconnait les molécules du CMH-I d'haplotype H-2D et H-2D*.

1.2.2- Récepteurs CD94/NKG2

Ces récepteurs sont exprimés a la surface des cellules NK sous la forme d’hétérodimeres
composés de 2 lectines de type C. Ils reconnaissent les molécules non conventionnelles du
CMH-I correspondant a Qa-1° chez la souris et HLA-E chez I’homme. La molécule CD94 est

une sous-unité invariante qui se lie de fagon covalente avec chacune des sous-unités codées
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par un geéne de la famille NKG2. Le géne codant pour la molécule CD94 ne présente pas ou
peu de polymorphisme allélique (Chang et al., 1995), alors que la famille NKG2 comprend
quatre genes NKG2A, NKG2C, NKG2E et NKG2D/F codant pour différentes protéines.
NKG2A et NKG2B (qui est un variant de la protéine NKG2A) sont des récepteurs inhibiteurs
alors que NKG2C et NKG2E sont activateurs. Contrairement aux autres molécules du CMH-I
qui fixent et présentent des peptides du soi, les molécules HLA-E fixent et présentent des
peptides dérivés de séquences « signal » des molécules du CMH-I classiques HLA-A, HLA-
B, HLA-C et non classique HLA-G. La fixation de ces séquences est indispensable pour la
stabilisation et I’expression membranaire des molécules HLA-E. Ainsi, une diminution de
I’expression des molécules du CMH-1 HLA-A, HLA-B, HLA-C et HLA-G entraine une
réduction de I’expression membranaire de la molécule HLA-E. L’interaction entre les
complexes CD94/NKG?2 et la molécule HLA-E permet alors aux cellules NK de surveiller
indirectement 1’expression des autres molécules du CMH-I pour une cellule donnée et de
surveiller directement I’expression de la molécule HLA-E en elle-méme. NKG2A/B

contiennent des motifs ITIM dans leur domaine cytoplasmique (Lanier, 1998).

1.3-  Les récepteurs reconnaissant les molécules indépendantes du CMH-I

Les molécules du CMH-I ne sont pas les seuls signaux constitutifs du soi détectés par les
cellules NK. Les cellules NK expriment des récepteurs de type lectine (KLR> Killer Lectin
Like) qui font partie de la famille NKR-P1 (NK cell Receptor Protein 1) et qui sont codés par
des genes situés dans le locus NKC (NK gene Complex). Ces protéines ne sont pas
uniquement restreintes aux cellules NK car elles sont aussi exprimées par les cellules NKT
(Natural Killer T) chez la souris. Parmi les différentes protéines de la famille NKR-P1, NKR-
P1b et NKR-P1d sont des récepteurs inhibiteurs et reconnaissent la molécule Clr-b (C-type
Lectin-Related ou Ocil > Osteoclast inhibitory lectin) qui est exprimée par la plupart des
cellules hématopoiétiques selon le méme profil d’expression que les molécules du CMH-I
(Carlyle et al., 2004).

Les cellules NK murines et humaines expriment également le récepteur KLRG1 (Killer cell
Lectin-like Receptor subfamily G member 1) qui reconnait des protéines de jonctions
cellulaires, les cadhérines E, N et R. L’expression de ces protéines est souvent diminuée
pendant la transformation cellulaire qui accompagne 1’oncogeneése. KLRG1 a été rapporté
comme induisant la tolérance des cellules NK indépendamment des molécules du CMH-I

mais une récente étude a mis en évidence que le développement et les fonctions effectrices de
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cellules NK n'étaient pas affectés dans des souris déficientes pour ce récepteur (Grundemann
et al., 2010).

2B4 (CD244), un membre de la famille CD2, est également exprimé par les cellules NK et il
reconnait le récepteur CD48. L’engagement de ce récepteur peut induire un signal activateur
ou inhibiteur selon les protéines qui sont recrutées pour transduire la signalisation (Kumar and
McNerney, 2005).

D’autres récepteurs inhibiteurs comme les lectines de type immunoglobuline se fixant a
I’acide sialique (SIGLEC> Sialic acid-binding Immunoglobulin-type Lectins) ou les
récepteurs CEACAM (Carcino Embryonic Antigen-related Cell Adhesion Molecule 1)
reconnaissent des ligands indépendants des CMH-I (Kumar and McNerney, 2005).

1.4-  Signalisation des récepteurs inhibiteurs

Tous les récepteurs inhibiteurs possedent au moins un domaine ITIM dans leur partie intra-
cytoplasmique défini par une séquence d’acides aminés particuliere (Daeron et al., 2008).
Lors de lI'engagement du récepteur inhibiteur, les motifs ITIM sont phosphorylés par des
tyrosines kinases de la famille Src ce qui entraine le recrutement et 1’activation de plusieurs
phosphatases, notamment les tyrosines phosphatases SHP-1 et SHP-2 (Src Homology region
2 domain containing Phosphatase 1/2) et la phosphatase SHIP-1 (Src-Homology 2-containing
Inositol 5' Phosphatase) (Olcese et al., 1996). Les récepteurs KIR, Ly49 et NKG2A sont
préférentiellement associés aux phosphatases SHP-1 et SHP-2, tandis que KLRGI1 est
principalement associé a SHIP-1. Ces phosphatases bloquent 1’activation des cellules NK en
déphosphorylant des protéines impliquées dans les voies de signalisation des récepteurs
activateurs. En particulier, SHP-1 déphosphoryle la protéine Vav-1 (facteur d’échange de
guanine) qui est impliquée dans les voies de signalisation conduisant a la réorganisation du
cytosquelette et a la dégranulation ainsi qu’a la production de cytokines (Fig. 2) (Vivier et al.,

2004; Yokoyama, 2008).

2- Les récepteurs activateurs
Les cellules NK expriment une batterie de récepteurs activateurs appartenant aux familles de
récepteurs de type KIR et Ly49, a la famille des récepteurs de cytotoxicité naturelle (NCR) ou
encore a la famille des récepteurs apparentés aux lectines de type C (NKG2D et
CD94/NKG2C). Ces récepteurs reconnaissent deux types de ligands spécifiques : des
molécules endogenes surexprimées pendant un stress cellulaire et des molécules exogenes

dérivées des pathogenes.
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2.1-  Les récepteurs de types KIR et Ly49

Les récepteurs activateurs appartenant aux familles KIR et Ly49 reconnaissent des molécules
du CMH-I mais avec une affinité beaucoup plus faible que celle des récepteurs inhibiteurs.
Chez I’homme, les KIR activateurs sont composés d’une partie extracellulaire a 2 (KIR2D) ou
3 domaines (KIR3D) et possedent un domaine cytoplasmique court (KIR-S). On distingue les
récepteurs KIR2DS1-S2-S3-S4-S5 et KIR3DS1. Chez la souris, dans la famille Ly49, Ly49H
et Ly49D sont les récepteurs activateurs exprimés par de nombreuses cellules NK. Ces
récepteurs activateurs ne peuvent pas induire pas eux-mémes le signal activateur et sont
associés au niveau de la membrane plasmique aux molécules adaptatrices DAP12 (ou
KARAP pour « Killer cell Activating Receptor-Associated Protein ») contenant des motifs
ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activating Motif) capables de transduire un signal
activateur. Les récepteurs activateurs KIR et Ly49 reconnaissent les molécules classiques du
CMH-I mais certains de ces récepteurs reconnaissent également des molécules différentes ou
apparentées au CMH-I. En effet, chez la souris, le récepteur Ly49H reconnait spécifiquement
la protéine virale m157 dérivée du cytomégalovirus murin (MCMV), qui ressemble aux
molécules du CMH-I et qui est exprimée par les cellules infectées par le virus. Cette
reconnaissance est cruciale pour le contréle précoce de la réplication virale (Arase et al.,
2002). Chez ’homme, une équipe a montré que le récepteur KIR2DS4 reconnait un ligand
exprimé par des cellules tumorales de mélanomes déficientes pour les molécules du CMH-I et
cette interaction entraine 1’activation des cellules NK et la lyse de ces cellules tumorales (Katz

et al., 2004).

2.2- NKG2D

NKG2D est un récepteur apparenté aux lectines de type C qui est exprimé sous la forme
d’homodimeres uniquement. On distingue deux isoformes du récepteur NKG2D, résultant
d'un épissage différent de I'ARNm, qui sont caractérisées par leur domaine intracellulaire.
NKG2D-S (short) possedent un domaine intra-cytoplasmique court et NKG2D-L (long)
possede un domaine plus long. Chez I’homme, il n’existe que la forme NKG2D-L qui
s'associe aux polypeptidex DAP10 (DNAX-Activating Protein of 10KDa). Chez la souris,
NKG2D-S peut s’associer avec les protéines adaptatrices DAP10 et DAP12/KARAP alors
que NKG2D-L ne s’associe qu’avec DAP10. NKG2D est exprimé par les cellules NK et les
lymphocytes T CDS8". Les ligands de NKG2D sont faiblement exprimés sur les cellules
normales mais leur expression est augmentée lors d’un stress cellulaire et transformation

tumorale. Chez I’homme, NKG2D reconnait les protéines UL16-binding (ULBP) ainsi que les
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molécules ressemblant au CMH-I appelées MICA/B (MHC classe I related molecule A/B).
Les ligands identifi€s de NKG2D chez la souris sont les membres de la famille du transcrit 1
précoce de 1’acide rétinoique (Rae 1), la molécule du complexe mineur d’histocompatibilité

H-60 et le transcrit Mult]l (Murine UL16-binding protein-like transcript 1).

2.3- CDl6

CD16 (FcgRIIIA) est un récepteur de faible affinité pour les parties constantes (Fc) des
immunoglobulines de type G (IgG). Il est impliqué dans le mécanisme d'ADCC. Chez la
souris, CD16 est associé de fagcon non-covalente aux dimeres FceRIg (sous-unité g du
récepteur de forte affinité pour I'IgE ou FcRg), alors qu’il est associé aux homodimeres et
hétérodimeres de FceRIg et CD3z (une des sous-unités du TCR) chez I’homme. Les
polypeptides FceRIg et CD3z contiennent des motifs ITAM dans leurs domaines
cytoplasmiques, relayant ainsi un signal activateur apres la fixation des IgG sur le CD16.
CD16 est exprimé par la majorité des cellules NK matures (Lanier, 1998). Chez ’homme,
CD16 est exprimé les cellules NK CD56%™ matures alors que les cellules NK CD56""

immatures ne I’expriment pas ou faiblement (Lanier et al., 1986).

2.4-  Les récepteurs de cytotoxicité naturelle (NCR)

Le groupe des récepteurs NCR comprend les protéines NKp46 (NCR1, CD335), NKp44
(NCR2, CD336) et NKp30 (NCR3, CD337). Ces récepteurs sont principalement impliqués
dans la reconnaissance et la lyse des cellules tumorales et des cellules infectées par des virus.
Les NCR appartiennent a la super famille des immunoglobulines (Ig) et présentent un (NKp30
et NK44) ou 2 (NKp46) domaines extracellulaires, une partie transmembranaire et une courte
queue cytoplasmique. Ces récepteurs ne possedent pas de domaine de signalisation
intracellulaire et s'associent au niveau de la membrane plasmique, par I’intermédiaire d’un
acide aminé chargé positivement, a des protéines adaptatrices contenant des motifs ITAM
permettant de transduire un signal positif aux cellules NK (Fig. 3). NKp30 et NKp44 sont
exprimés uniquement chez 'homme alors que NKp46 est conservé chez toutes les especes de
mammiferes (Walzer et al., 2007b). L'identification des ligands des NCR est sujette a
d'intenses recherches et il reste encore beaucoup de ligands non identifiés (Bloushtain et al.,

2004; Hecht et al., 2009; Koch et al., 2013).

NKp46: NKp46 est le premier membre de la famille des NCR a avoir €té identifié (Sivori et
al., 1997). NKp46 est codé par le gene NCRI situé sur le chromosome 19 chez I'homme et sur

78



le chromosome 7 chez la souris. NKp46 est une glycoprotéine de 46 kDa caractérisée par une
partie extracellulaire constituée de deux domaines de type Ig, d’une région transmembranaire
contenant I’acide aminé arginine impliqué dans la stabilisation des interactions avec les
molécules adaptatrices et d'une courte partie intra-cytoplasmique hautement chargée. NKp46
est couplé aux polypeptides CD3z et FcR_ qui contiennent les motifs ITAM qui transduisent
la signalisation et l'activation des cellules NK. NKp46 est, a ce jour, la molécule la plus
spécifique des cellules NK car elle est exprimée de maniere stable par toutes les cellules NK
matures. De plus, ce récepteur est conservé parmi toutes les espeéces de mammiferes.
Cependant, NKp46 est aussi exprimé dans de rares sous populations de lymphocytes Tab et
Tgd ainsi que dans une population de cellules lymphoides intestinales (ILC) produisant de
I’'IL-22 (Luci et al., 2009). NKp46 reconnait les hémagglutinines du virus influenza et les
neuraminidases du virus de Sendai (Mandelboim et al., 2001). De plus, les travaux d’A.
Moretta et d’O. Mandelboim ont montré I’'implication de NKp46 dans la reconnaissance et la
lyse de cellules tumorales comme par exemple la lignée tumorale PD1.6 (Halfteck et al.,
2009). Ce récepteur reconnait également des ligands cellulaires exprimés par des cellules
autologues hépatiques et pancréatiques (Gur et al., 2012; Gur et al., 2010). Cependant, les
ligands reconnus par NKp46 ne sont pas encore tous identifiés (Bottino et al., 2005).

NKp30: NKp30 est une glycoprotéine de 30 kDa codée par le gene NCR3 situé sur le
chromosome 6 et est exprimé par les cellules NK humaines quiescentes et activées. NKp30
s’associe aux molécules adaptatrices CD3z sous forme de dimeres ou a CD3_ et FcR_ qui
comportent des motifs ITAM relayant un signal activateur. Comme pour NKp46, cette liaison
s'effectue par l'acide aminé arginine contenu dans la partie transmembranaire de NKp30. Bien
que de nombreuses données suggerent un role central de NKp30 dans I’immunosurveillance,
le premier ligand identifié fat la protéine virale pp65 du virus HCMV (Human
CytoMégaloVirus) (Arnon et al., 2005). NKp30 reconnaitrait également la protéine PFEMP1
(Plasmodium falciparum Erytrocyte Membran Protein 1) exprimée par les globules rouges
infectés par ce parasite (Mavoungou et al., 2007). Par la suite, des ligands exprimés dans le
cadre d’un stress cellulaire ont ét€ identifiés. BAT-3 (HLA-B-Associated Transcript 3), un
facteur nucléaire impliqué dans 1’apoptose, peut étre exposé a la membrane plasmique de
cellules transformées ou étre secrété sous I’effet d’un stress. Il peut alors se fixer a NKp30 et
induire I’activation des cellules NK (Pogge von Strandmann et al., 2007). BAT-3 a également
été détecté a la membrane des exosomes excrétés par les cellules dendritiques (Simhadri et al.,
2008). Récemment, nous avons montré que la molécule B7-H6 induite lors d'un stress est

reconnue par NKp30 ce qui conduit a I’activation des cellules NK (Brandt et al., 2009).



NKp44 : NKp44 est une glycoprotéine de 44 kDa codée par le gene NCR2 situé également
sur le chromosome 6. Contrairement aux récepteurs NKp46 et NKp30, NKp44 s'associe aux
molécules adaptatrices KARAP/DAP12 par I'intermédiaire d'une lysine située dans le
domaine transmembranaire. Ce récepteur est exprimé par les cellules NK humaines activées,
par une population de cellules NK nommée « NK22 » de I'intestin et sur certains clones de
cellules Tgd (Cella et al., 2009; Vitale et al., 1998). NKp44 a initialement €té identifié comme
un récepteur activateur reconnaissant des ligands exprimés par des cellules tumorales (Vitale
et al., 1998). Cependant, 1’équipe d’A. Porgador a récemment montré que la reconnaissance
du facteur PCNA (Proliferation Cell Nuclear Antigen) par NKp44 était responsable de
I’inhibition de I’activation des cellules NK (Rosental et al., 2011). NKp44 reconnait
également les hémagglutinines du virus influenza (Arnon et al., 2001; Ho et al., 2008), les
glycoprotéines de I’enveloppe des virus de la Dengue et du West Nile (Hershkovitz et al.,
2009) et les protéines de surface de différentes bactéries (Bacille de Calmette et Guérin,
Nocardia farcinica et Pseudomonas aeruginosa). Cette reconnaissance conduit a 1’activation

des cellules NK (Esin et al., 2008).

2.5-  Les autres récepteurs activateurs

Des molécules d'adhésion telles que CD2, les intégrines CD11b, CDl1lc et CD18 sont
également impliquées dans 1'activation des cellules NK (Kinashi, 2005). Certaines molécules
comme DNAM-1 (DNAX Accessory Molecule 1) sont considérées comme des co-récepteurs
pour l'activation des cellules NK car leur r6le dans I’activation des cellules NK dépend d’une
stimulation concomitante d’autres récepteurs activateurs. La famille de récepteur NKR-P1

comprend également deux récepteurs activateurs, NKR-Plc (NKI1.1) et NKR-P1f.

2.6-  Signalisation des récepteurs activateurs

Contrairement aux récepteurs inhibiteurs dont la signalisation dépend de motifs ITIM présents
dans leur domaine cytoplasmique, la majorité des récepteurs activateurs ne possede pas de
motifs de signalisation dans leur courte séquence intra-cytoplasmique. Les récepteurs
activateurs s'associent donc a des protéines adaptatrices capables d'induire l'activation des
cellules NK. Ces protéines sont divisées en deux types: les adaptateurs contenant des motifs
ITAM et DAP10.

> Les cellules NK expriment constitutivement 3 types de protéines adaptatrices: la chaine z du
récepteur des cellules T (CD3z), la chaine g du récepteur de la partie constante des IgE

(FcRg) et la protéine DAPI2. L'engagement des récepteurs activateurs entraine la
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phosphorylation des tyrosines contenues dans ces motifs par des tyrosines kinases de la
famille Src. La phosphorylation des ITAM induit le recrutement et l'activation des kinases
Syk et ZAP-70. Ces deux kinases initient ensuite une cascade de signalisation qui conduit a la
production de cytokines et de chimiokines ainsi qu’a la réorganisation du cytosquelette

d'actine, essentielle pour la libération des granules cytolytiques (Fig. 4).

> DAPI10 est associé au récepteur NKG2D uniquement chez I'homme (Wu et al., 1999). Il ne
contient pas de motif ITAM mais permet I'activation des cellules NK par l'intermédiaire de la
phosphorylation du résidu tyrosine contenu dans le motif particulier « YINM » (Lanier,
2008). Cette phosphorylation permet le recrutement de la sous-unité p85 de la phosphatidyl
inositol-kinase de type 3 et de la protéine Grb2 (Growth factor receptor bound protein 2) (Fig.
5). Il s’en suit alors une cascade de signalisation qui conduit a la dégranulation de granules

lytiques et la production de cytokines par les cellules NK.

V- Education et toléerance des cellules NK

1- Mécanismes d'éducation par les molécules du CMH de classe I

Bien que les cellules NK aient été initialement identifiées par leur capacité a lyser des cellules
tumorales en absence de sensibilisation préalable, de nombreux mécanismes participent a la
calibration et a 1’acquisition des fonctions effectrices des cellules NK. L'adaptation des
cellules NK au soi (éducation ou "licensing" des cellules NK) est un théeme émergent de ce
domaine de recherche. La démonstration la plus frappante de 1'adaptabilité des cellules NK a
leur environnement est le mécanisme d'éducation des cellules NK par les molécules du CMH-
L.

1.1-  Hypothese initiale de la reconnaissance du soi manquant

K. Kiérre a émis I’hypothese selon laquelle les cellules NK distinguent les cellules saines des
cellules modifiées par 1'absence du soi ou « missing self ». Selon cette hypothese, les cellules
du soi saines expriment constitutivement les molécules du CMH-I a leur surface mais leur
expression est fortement diminuée ou perdue lors d’un stress tumoral. Les cellules NK
seraient donc capables de reconnaitre le « soi manquant » sans affecter les cellules saines de
I’organisme (Kirre et al., 1986). La découverte des récepteurs spécifiques de ces molécules
du CMH-I, les récepteurs inhibiteurs de la famille Ly49 chez la souris et KIR chez I'homme a

permis de poser une base moléculaire sur cette hypothese.



Cependant, la théorie de 1'absence du soi n’explique pas a elle seule la tolérance des cellules
NK aux cellules saines. En effet, les hématies n’expriment pas de molécules de CMH-I et sont
pourtant épargnées par les cellules NK. De plus, alors que les cellules NK d'une souris
sauvage peuvent éliminer une greffe de cellules hématopoiétiques qui n'expriment pas les
molécules du CMH-I, les cellules NK d'une souris déficientes pour le CMH-I sont incapables
de le faire. D'ailleurs, il n'y a pas d'auto-immunité due aux cellules NK chez 'homme comme
chez les souris déficientes pour les molécules du CMH-I (Bix et al., 1991; Liao et al., 1991;
Zimmer et al., 1998). Le mécanisme sous-jacent a ces observations réside dans un défaut de
réponse des cellules NK des souris déficientes pour les molécules du CMH-I, appelées
cellules NK "non éduquées”, contre leur cibles classiques et en réponse a une stimulation de
leurs récepteurs activateurs. Un phénotype similaire est observé pour une fraction des cellules
NK dont les récepteurs inhibiteurs ne sont pas engagés par des molécules de CMH-I
correspondantes dans des souris sauvages (Anfossi et al., 2006; Fernandez et al., 2005; Kim et
al., 2002).

1.2-  Théories actuelles de l'éducation des cellules NK

L’éducation des cellules NK ou « licensing » fait référence a un processus selon lequel les
cellules NK acquierent une tolérance au soi en entrant en contact via ses récepteurs inhibiteurs
avec les molécules du CMH-I qui leur sont présentés par des cellules « éducatrices » (Kim et
al., 2005). Ce processus permet l'acquisition des fonctions effectrices des cellules NK.
Actuellement, il existe 3 modeles d'éducation des cellules NK par les molécules du CMH-I
(Fig. 6)

a) Le modeéle "arming": Selon ce modele, les cellules NK immatures sont hypo-réactives par
défaut et elles acquicrent leur réactivité fonctionnelle aprés avoir rencontré les molécules du
CMH-I. Les signaux provenant de 1'engagement des récepteurs inhibiteurs favoriseraient donc
la maturation fonctionnelle des cellules NK (Kim et al., 2005; Yokoyama and Kim, 2006).

b) Le modéle "disarming": Ce modele postule que les cellules NK sont réactives par défaut
des leur premier stade de développement mais qu'elles ont été rendues anergiques par la suite
ce qui permet de prévenir une rupture de la tolérance au soi. L'interaction des récepteurs
inhibiteurs avec les molécules du CMH-I permet de restaurer la réactivité fonctionnelle des
cellules NK (Raulet, 2006; Raulet and Vance, 2006). Ce mod¢le serait cohérent avec le réle
conventionnel de 'engagement des récepteurs inhibiteurs consistant a bloquer l'activation des
cellules NK.

¢) Le modele du rhéostat: De récentes études ont montré que les cellules NK ont une

réactivité augmentée ou diminuée selon l'intensité du signal inhibiteur fourni par les
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molécules du CMH-I. Le modele du rhéostat stipule que 1'éducation des cellules NK peut étre
modulée de maniere quantitative (et non de fagon binaire "on/off") en fonction de l'intensité
du signal fourni par les molécules du CMH-I. D. Raulet a ainsi montré que la réactivité des
cellules NK était corrélée avec le nombre de récepteurs inhibiteurs spécifiques des molécules
du CMH-I que les cellules NK expriment. Au plus une cellule NK exprime de récepteurs
inhibiteurs spécifiques des molécules du CMH-I, au plus sa réactivité est augmentée face a
des cellules cibles et a la suite d'une stimulation de ses récepteurs activateurs (Joncker et al.,
2009). Ce dernier modele est compatible avec les modeles "arming" et "disarming" (Anfossi

et al., 2006; Brodin et al., 2009).

2- Mécanismes d'éducation par les récepteurs activateurs
Dans des modeles de souris transgéniques, il a ét€¢ mis en évidence qu'en réponse a une
exposition constante aux ligands de NKG2D et de Ly49H, les cellules NK NKG2D" ou
Ly49H" sont tolérantes envers les cellules exprimant ces ligands (Oppenheim et al., 2005; Sun
and Lanier, 2008; Tripathy et al., 2008; Wiemann et al., 2005). Les cellules NK NKG2D" et
Ly49H" sont également hypo-réactives face a différents stimuli mais cet état d'hypo-réactivité
peut étre renversé a la suite d'une stimulation plus forte telle que la stimulation par l'acide
polyinosinique-polycytidylique (poly-IC), ce qui suggere que la réactivité des cellules NK
peut étre calibrée selon l'intensité des stimuli fournis. De plus, les cellules NK matures
Ly49H" deviennent hypo-réactives apres avoir €té transférées dans des souris transgéniques
qui expriment le ligand de Ly49H (Tripathy et al., 2008). Ces observations sont compatibles
avec une €ducation des cellules NK selon le modéle du rhéostat. De méme, les cellules NK
humaines qui expriment le récepteur activateur KIR2DS?2 reconnaissant spécifiquement le
groupe C des alleles HLA, sont hypo-réactives chez des donneurs homozygotes C2/C2, au
contraire des donneurs qui possedent au moins un allele de type C1 (Fauriat et al., 2010). Ces
études démontrent que la réactivité des cellules NK peut aussi étre modulée par les récepteurs
activateurs. Cependant, cette régulation par les récepteurs activateurs est encore mal comprise

et sera discutée dans la seconde partie de ce mémoire (Partie 2, p.67).

3- Plasticité de la réactivité des cellules NK
De récentes expériences ont révélé que les cellules NK matures peuvent étre re-calibrées et
devenir tolérantes si elles sont transférées dans un microenvironnement différent avec un
nouveau référentiel des molécules du soi. En effet, des études ont montré que la réactivité des

cellules NK non éduquées est rétablie lors de leur transfert dans un hdte sauvage et,
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réciproquement, que les cellules NK d'une souris sauvage deviennent hypo-réactives apres
transfert dans un héte déficient pour les molécules du CMH-I (Joncker et al., 2010). Notre
laboratoire a également montré que les cellules NK d'un h6te neutropénique sont hypo-
réactives. Ces cellules retrouvent leur réactivité apres transfert dans une souris receveuse
sauvage ayant un nombre normal de neutrophiles. A l'inverse, les cellules NK sauvages
perdent leur réactivité apres transfert dans un héte receveur neutropénique (Jaeger et al.,
2012). En résumé, ces travaux suggerent que la réactivité des cellules NK est plastique, et que
ces cellules s'adaptent a leur environnement en régulant leur seuil de réactivité. Une autre
notion importante qui résulte de ces études est que le temps d'exposition des cellules NK a
leur environnement dicte leur réactivité. Dans une réaction inflammatoire aigué, lorsque les
cellules NK rencontrent des cellules tumorales ou infectées dont le niveau de CMH-I est
diminué et/ou qui expriment des ligands reconnus par les récepteurs activateurs, les cellules
NK sont activées et contribuent a I'élimination des cellules cibles. C'est lors d'une exposition
chronique a I'absence des molécules de CMH-I ou a I'expression ubiquitaire d'un des ligands
des récepteurs activateurs que les cellules NK s'adaptent a cet environnement modifié en

ajustant leur seuil de réactivité et en devenant hypo-réactives.

VI- "Priming" des cellules NK

En plus du processus d'éducation, les cellules NK subissent un mécanisme de "priming"
nécessaire a l'expression des fonctions effectrices des cellules NK. Le terme de "priming" fait
référence a un mécanisme qui confere aux cellules NK tout leur potentiel effecteur sans
conduire pour autant a leur activation (Vivier et al., 2011). Ce processus conduit également a
un programme de transcription spécifique qui entraine la formation d'un stock d'ARNm
codant pour 1'IFN-g, la perforine et le granzyme B (Fehniger et al., 2007; Hodge et al., 2002).

Les cellules NK peuvent étre pré-activées de facon directe par une interaction avec certaines
cellules du systtme immunitaire ou de facon indirecte par des cytokines et chimiokines
produites dans l'environnement. En utilisant un modele de souris permettant 1'élimination
spécifique des cellules dendritiques (CD), I'équipe d’A. Diefenbach a montré que les CD sont
nécessaires au "priming" des cellules NK in vivo et que cette pré-activation est conférée par la
trans-présentation de 1'IL-15 aux cellules NK par le récepteur IL-15Ra présent sur les CD
(Lucas et al., 2007). L'équipe de J. Di Santo a également montré que les cellules NK des
souris déficientes pour 1'I[L-15 présentent des capacités effectrices diminuées (Vosshenrich et

al., 2005). Les macrophages sont également impliqués dans le "priming" des cellules NK via



la trans-présentation d'IL-15 (Mortier et al., 2009). D'autres études ont aussi montré un réle
des monocytes et des neutrophiles sur la maturation et 1'acquisition des fonctions effectrices
des cellules NK. Martin-Fontecha et son équipe a montré que l'absence de cellules NK
matures fonctionnelles dans les souris déficientes pour le facteur de transcription T-bet (tbx)
était due a un défaut de fonctionnalité des monocytes. Leurs résultats suggerent que la
maturation finale des cellules NK est dépendante de 1'expression du récepteur IL-15Ra sur les
monocytes et de la trans-présentation d'IL-15 aux cellules NK (Soderquest et al., 2011). Notre
équipe a aussi montré que les cellules NK de souris neutropéniques présentaient des fonctions
effectrices diminuées. Nos résultats montrent que la maturation, I'homéostasie et l'acquisition
de la réactivité des cellules NK est dépendante de la présence de neutrophiles (Jaeger et al.,
2012). Cependant, les mécanismes par lesquels les neutrophiles pré-activent les cellules NK
restent a élucider. Les cellules NK sont également pré-activées par un ensemble de cytokines
sécrétées dans le microenvironnement et qui permettent la survie, la prolifération, et
I'acquisition des fonctions effectrices des cellules NK. En effet, notre équipe a montré
I'implication de 1'[L-18 dans le « priming » des cellules NK in vivo. En combinaison avec
I'TL-12, 1'[L-18 est nécessaire a la production d'IFN-g par les cellules NK (Chaix et al., 2008;
Guia et al., 2008).

Pour conclure, l'acquisition des capacités effectrices des cellules NK est un processus
complexe qui repose sur l'intégration d'une multitude de signaux comprenant la détection des
molécules du CMH-I par leurs récepteurs inhibiteurs mais aussi la présence des facteurs

sécrétés tels que 1'IL-18 ou la trans-présentation de 'IL-15 (Fig. 7).

VII- Rdles biologiques des cellules NK

1- Activité antitumorale
Les premiers travaux montrant I’importance des cellules NK dans la réponse antitumorale ont
été réalisés chez la souris et ont montré que les cellules NK ne pouvaient lyser in vitro que des
cellules tumorales qui n'expriment pas de molécules de CMH-I (Kirre et al., 1986). Une étude
réalisée in vivo chez des souris déficientes en cellules NK a montré 1’importance des cellules
NK dans I’élimination des cellules tumorales (Kim et al., 2000). Par la suite, grace a des
modeles expérimentaux de tumeurs induites ou spontanées chez la souris, il a été mis en
évidence que les cellules NK jouent aussi un réle important dans le contréle de ’initiation, du
développement et de la dissémination des tumeurs in vivo (Smyth et al., 2002; Vesely et al.,
2011). Chez I’homme, les cas de déficiences sélectives des cellules NK sont rares et il est

difficile d'évaluer le réle des cellules NK sur l'incidence des cancers. Cependant, une étude



épidémiologique réalisée sur une période de 11 ans a montré qu’une forte activité NK était
corrélée a un risque plus faible de développer un cancer (Imai et al., 2000). Dans le traitement
de patients atteints de leucémie aigué myéloblastique (LAM), I’équipe d’A. Velardi a montré
le rle bénéfique des cellules NK du donneur lors d’une transplantation de cellules souches
hématopoiétiques allogéniques sur I’amélioration de la prise de greffe et sur I’élimination des
cellules tumorales. Ils ont observé que ce sont les cellules NK alloréactives du donneur dont
les KIR sont incompatibles avec les molécules HLA du receveur qui sont responsables de
I’effet « Greffe Versus Leucémie » (GVL). La présence de ces cellules NK correlent avec une
meilleure survie des patients ainsi traités (Ruggeri et al., 2002). Le rétablissement rapide de la
population NK apres la greffe semble influencer de fagon favorable sur le devenir clinique de
ces patients leucémiques. Récemment, il a ét€é montré que la présence de cellules NK intra-
tumorales est un facteur pronostique favorable dans le cancer du poumon de type « non a
petites cellules », dans le cancer rénal a cellules claires et dans le cancer colorectal (Eckl et
al., 2012; Halama et al., 2011; Platonova et al., 2011). Afin de potentialiser le pouvoir
antitumoral des cellules NK, différentes stratégies thérapeutiques ont été développées et
consistent a exploiter les capacités cytotoxiques des cellules NK (Vivier et al., 2012). Ces
stratégies consistent a:

- Injecter directement des cellules NK allogéniques purifiées et pré-activées. Les cellules NK
d'un donneur sain sont cultivées in vitro et pré-activées et/ou amplifiées avec un cocktail de
cytokines puis infusées directement chez des patients atteints de cancer. Des essais de
transferts adoptifs de cellules NK allogéniques pré-activées avec de I’IL-2 chez des patients
cancéreux se sont révélés efficaces et sans danger (Miller et al., 2005).

- Utiliser des anticorps monoclonaux dirigés contre les cellules tumorales afin d'induire
'activation des cellules NK et leur cytotoxicité par l'effet ADCC. L'efficacité de ces
traitements a ét€ montrée avec chez des patients atteints de lymphomes B non hodgkiniens
traités avec le rituximab, un anticorps anti-CD20 (Berdeja et al., 2007; Veeramani et al.) et
chez des patients atteints d'ostéosarcome et de sarcome de Ewing traités avec le cetuximab, un
anticorps contre le récepteur a 'EGF (Epidermal Growth Factor) (Pahl et al., 2011).

- Augmenter la réactivité des cellules NK endogenes en traitant les patients avec des anticorps
monoclonaux dirigés contre les récepteurs inhibiteurs KIR des cellules NK afin d’inhiber
I’engagement des récepteurs inhibiteurs et de favoriser l'activation des cellules NK. Notre
laboratoire a généré I'anticorps humain 1-7F9 dirigé contre les récepteurs KIR2DL1, L2 et L3.
Ces récepteurs reconnaissent les molécules HLA-C du CMH-I et sont exprimés par la moitié

des cellules NK humaines. L'efficacité de cet anticorps a été montré in vitro et dans un
p
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modele de souris humanisées (Romagne et al., 2009; Sola et al., 2009) et est actuellement
testé dans un essai clinique de phase II chez des patients atteints de LAM et de myélome

multiple.

2- Activité antivirale

Le rdle des cellules NK dans la défense contre les infections virales a ét€ mis en évidence
a la suite d’observations faites chez des patients présentant des déficiences en cellules NK ou
des défauts fonctionnels des cellules NK. En effet, ces patients ont développé une sensibilité
accrue aux infections de type Herpes virus (Biron et al., 1989; Orange, 2002). Cependant, le
défaut des cellules NK chez ces patients n’a ét€ documenté qu’apres 1’établissement des
maladies cliniques virales et la déficience NK pourrait étre la conséquence de 1’infection
virale. Le groupe de JL. Casanova a décrit la premiere forme de déficience NK familiale.
Dans cette famille, la fille ainée est décédée d’une infection par le cytomégalovirus (CMV).
Sa cadette €tait en bonne santé a 1’dge de 13 ans malgré une déficience NK persistante
(Bernard et al., 2004). Le groupe de C. Feighery a également rapporté une autre forme de
déficience NK familiale chez quatre patients appartenant a une famille de parenté
consanguine. Ces patients n’ont pas de cellules NK et présentent également un retard de
croissance, une insuffisance surrénale, et une susceptibilité accrue aux infections virales
(Eidenschenk et al., 2006). Le groupe d’E. Jouanguy a récemment identifié que le phénotype
de ces patients résulte d’une mutation ponctuelle homozygote dans le gene MCM4
(MiniChromosome Maintenance complex component 4) (Gineau et al., 2012).

L’infection par de nombreux virus comme I’herpes Simplex Virus-1 (HSV-1), le virus
de la grippeievi] ou le poxvirus Ectromélie peut étre controlée par les cellules NK (Biron et
al., 1999; Lee et al., 2007; Miletic et al., 2013; Vidal et al., 2011), mais la plupart des
évidences attestant d’un réle des cellules NK dans la défense précoce contre les virus ont été
obtenues avec un virus de la famille Herpes, le cytomégalovirus (Biron et al., 1989; Quinnan
and Manischewitz, 1979). Les travaux de RM Welsh ont montré la susceptibilité des souris au
virus MCMYV dans lesquelles les cellules NK ont été éliminées in vivo et ont permis de
montrer ’importance des cellules NK sur le controle précoce de la réplication du virus
MCMV (Murine CytoMégaloVirus) (Bukowski et al., 1983; Bukowski et al., 1984). Au cours
de I’infection, les cellules infectées produisent une grande quantité d’interféron de type I
(notamment IFN-_/b). Les macrophages et les cellules dendritiques activés produisent
également de I’IL-12 et de TNF-_ (courbe rouge sur la figure 8). Ces cytokines participeraient
a D’activation des cellules NK (courbe bleue sur la figure 8) et 'engagement de leurs
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récepteurs activateurs permettrait leur expansion. Les cellules NK contro6leraient la réplication
virale et la propagation de I’infection a travers la lyse des cellules infectées et la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires antivirales telles que le TNF-a et I'IFN-g. A la fin de la
premiére semaine d'infection, les lymphocytes T CD8" et les lymphocytes B ont proliféré et la
sécrétion d'anticorps augmente rapidement (courbe verte> T CDS8* et rose > production

d’anticorps) ce qui correspond a une immunité stérilisante (Fig. 8).

Les cellules NK peuvent reconnaitre les cellules infectées par les virus grice a leurs
récepteurs activateurs. Chez la souris, selon le fond génétique des souris, on distingue
différents récepteurs capables de reconnaitre des protéines dérivées du virus MCMV. Dans les
souris C57BL/6, le récepteur activateur Ly49H reconnait spécifiquement la protéine virale
m157 du MCMV. Cette reconnaissance conduit a 1’activation et la prolifération des cellules

NK et permet le controle du virus (Arase et al., 2002; Brown et al., 2001).

3- Roles des cellules NK dans la mise en place de la réponse immune
Au-dela de leur fonction effectrice antitumorale et antivirale, les cellules NK jouent un réle
important dans la mise en place de la réponse immunitaire en interagissant de facon directe ou
indirecte avec les cellules environnantes, en particulier les cellules dendritiques (CD). Les CD
myéloides (mCD) sont les cellules clé de I’interface entre I’immunité innée et I’immunité
adaptative. En effet, aprés capture de I’antigene, ces cellules migrent vers les ganglions
lymphatiques ou elles présentent I’antigene apprété aux lymphocytes T, initiant ainsi la
réponse immune adaptative. Outre leur fonction de présentation de l'antigene, les mCD sont
capables d’interagir avec les cellules NK, et ce via un contact cellulaire direct. Cette
communication croisée ("cross-talk") entre les cellules NK et les CD peut se produire dans les
tissus périphériques enflammés et les ganglions lymphatiques, ou ces deux types cellulaires
sont recrutés par des chimiokines libérées dans les phases précoces de réactions
inflammatoires. Ce processus implique la pré-activation des cellules NK naives, la maturation
des CD immatures et l'activation mutuelle des CD matures et des NK fonctionnelles, ce qui
conditionne la mise en place de la réponse immune (Moretta et al., 2005). La sécrétion d’IFN-
g par les cellules NK permet la polarisation de la réponse adaptative vers un profil thl
(Martin-Fontecha et al., 2004; Moretta et al., 2006). Les cellules NK peuvent également
promouvoir la génération de la réponse adaptative en tuant les cellules cibles ce qui favorise
la présentation antigénique aux lymphocytes T par les cellules présentatrices de 1’antigéne

(CPA). Les cellules NK interagissent également avec les cellules dendritiques plasmacytoides
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(pCD) d'origines lymphoides qui sont les cellules de I’immunité innée principalement
impliquées dans les réponses antivirales via la sécrétion d'IFN de type I et de TNF-a (Gerosa
et al., 2005). Les cellules NK interagissent avec les macrophages a travers une interaction
directe impliquant de nombreux récepteurs de surface et indirecte via la sécrétion de cytokines
(Michel et al., 2012; Moretta et al., 2006; Mortier et al., 2009). Les cellules NK peuvent donc
avoir un role d’intermédiaire entre le systétme immunitaire inné et le syst¢tme immunitaire
adaptatif a I'instar des CD (Fig. 9).

L'équipe de M. Dalod a montré que les cellules NK pouvaient accélérer la réponse des
lymphocytes T CD8" (Robbins et al., 2007) dans le modele d'infection par le MCMV. Dans ce
systeme expérimental, l'activation des cellules NK pourrait limiter la production d'IFN de type
I par les pCD qui est préjudiciable au maintien des cellules dendritiques conventionnelles et
donc a l'activation des lymphocytes T CD8" spécifiques du MCMV. Les cellules NK peuvent
donc réguler la réponse immune en favorisant l'activation des cellules dendritiques, la
présentation d'antigénes aux lymphocytes T grace a la lyse des cellules infectées et par la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires comme 1'IFN-g favorisant l'orientation de la

réponse adaptative.

PRESENTATION ET OBJECTIFS DES TRAVAUX

Partie 1 : Caractérisation d’une nouvelle lignée de souris NKp46™™ Knock

In

Bien que les connaissances fondamentales sur les cellules NK se soient largement
développées ces dernieres années, les mécanismes moléculaires et les interactions cellulaires
qui gouvernent la biologie des cellules NK restent encore a définir. En effet, la
compréhension de ces mécanismes est séverement limitée par le manque d’outils
d’investigations permettant de cibler et/ou d’éliminer les cellules NK in vivo, comme par
exemple la difficulté & manipuler des modeles murins dans lesquels ces derniéres pourraient
étre spécifiquement €éliminées. En cherchant a identifier un géne exprimé sélectivement dans

les cellules NK, notre équipe a identifi€ la protéine NKp46 comme étant exprimée par toutes
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les cellules NK matures et comme étant trés conservée parmi toutes les especes de
mammiféres (Walzer et al., 2007b).

Notre laboratoire a donc développé un modele de souris transgéniques (NKp46-DTR-
eGFP Tg ou NDE) exprimant le récepteur a la toxine diphtérique (DTR) et la protéine eGFP
(enhanced Green Fluorescence Protein) sous le contrdle des séquences régulatrices humaines
du géne NKp46 (Walzer et al., 2007a). Les cellules NK exprimant NKp46 expriment alors le
récepteur a la toxine diphtérique et I’eGFP. Bien que la sélectivité de l'expression de la
fluorescence de 1’eGFP mime 1’expression endogene de NKp46 dans la plupart des cellules
NK des souris NDE, une variégation au niveau du locus du transgene résulte en une variation
imprévisible de la pénétrance de l'expression du transgene dans une méme portée de souris.
Une autre souris transgénique exprimant la recombinase Cre sous le controle du promoteur
NKp46 a récemment été générée et croisée a une souris reportrice eGFP (Eckelhart et al.,
2010). Cependant, seulement environ 80% des cellules NK NKp46* expriment I’eGFP dans
cette souris. Ces observations suggerent donc que la régulation de I'expression du transgene
Cre dans ce modele ne correspond pas a l'expression endogene de NKp46, et restreint
I’utilisation de ces souris pour le ciblage sélectif de génes dans les cellules NK NKp46™.

Notre laboratoire a donc généré une lignée de souris par une approche de knock-in
dans laquelle le géne codant pour la recombinase Cre modifiée (improved Cre, iCre) a été
inséré par recombinaison homologue a l'extrémité 3' non codante du gene NKp46.
L’expression de I’iCre devrait ainsi étre contrOlée par tous les éléments endogeénes de
régulation du gene NKp46.

Dans ce contexte, I’objectif de mon travail a consisté a caractériser et a valider le
modele de souris NKp46™” en vérifiant la fonctionnalité et la spécificité de I’expression de

I’iCre dans les cellules NK NKp46®.

Partie 2 : Etude de la régulation fonctionnelle des cellules NK

Les cellules NK participent a I’immunosurveillance tumorale et au contréle précoce
des infections microbiennes. Elles exercent leurs fonctions effectrices contre ces cellules
cibles tout en étant tolérantes aux cellules saines du soi. L’activation des cellules NK doit
donc étre strictement régulée afin que ces cellules soient efficaces sans €tre dangereuse pour
I’héte. La reconnaissance des cellules cibles stressées repose sur un systeme de détection qui
est composé de récepteurs activateurs et inhibiteurs. Les récepteurs inhibiteurs reconnaissent

les molécules du CMH-I qui sont constitutivement exprimées par les tissus sains mais dont



I’expression peut étre diminuée a la suite du stress causé par une infection ou lors d’un
processus tumoral. Cette diminution du nombre de molécules de CMH-I augmente le nombre
de récepteurs inhibiteurs non engagés ce qui diminue les signaux inhibiteurs délivrés aux
cellules NK et favorise leur activation. Les cellules NK expriment également divers
récepteurs activateurs dont I’engagement fourni des signaux positifs et stimule leur activation.
Une des thématiques de notre laboratoire consiste a étudier le réle des cellules NK dans
I’immunité anticancéreuse. Nous nous intéressons a manipuler la réactivité des cellules NK
afin favoriser leur pouvoir antitumoral. Dans ce contexte, notre laboratoire a généré un
anticorps capable de bloquer les signaux inhibiteurs délivrés aux cellules NK par les
molécules du CMH-I qui sont exprimées par les cellules tumorales et cet anticorps favorise
donc I’activation des cellules NK. Cet anticorps est en cours d’étude dans un essai clinique de
phase II chez des patients atteints de leucémies myéloides aigué€ et de myélomes multiples.
Afin de proposer de nouvelles thérapies permettant de « booster » 1’activité des
cellules NK, il est nécessaire de mieux comprendre les mécanismes de régulation de I’activité
effectrice des cellules NK. Pour répondre a cette question, notre stratégie a consisté a
développer un programme de mutagénese aléatoire permettant d’induire des mutations
aléatoires dans le génome de souris sauvages par 1’injection d’un agent mutagene chimique,
I’ENU (N-éthyl-N-Nitrosourée). Nous avons ensuite cherché a étudier des souris mutantes qui
présenteraient des défauts d’activation des cellules NK lors d’une stimulation contre des

cellules tumorales.
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